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(57) Abstract 

The invention relates to a method for obtaining a natural flavour of vanilla, which comprises bringing vanilla beans in con- 
tact with enzymes of the pectinase, cellulase and/or hemicellulase type, and making a ^glucosidase enzyme react, and extracting 
the natural vanilla flavour thus obtained. 



(57)Abr6ge 

r 

L'invention a pour objet un procede d'obtention d'un ardme naturel de vanille consistant a mettre en contact des gousses 
de vanille avec des enzymes du type pectinase, cellulase et/ou hemicellulase, a faire agir une enzyme du type p-glucosidase, et a 
extraire Tarome naturel de vanille ainsi obtenu. 
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pRQCEDE D'OBTENTXQN D ' ARQME NATUREL DE VANILLE 
pnp TRATTEMENT PES GOUSSES DE VANILLE ET AROME OBTgW 

La prfesente invention a pour objet un procede 
d ' obtien-tion d'un arome vanille par -traitement de gousses de 
vanille. Elle vise egalement: 1 • arome obtenu a 1 * aide de ce 



La vanille naturelle est: produ±t:e par le vanillier 
a partir de glucose photosynthetisfe selon un mecanisme CAM 
in-termediaire entre celui de CALVIN (C3) et celux de HATCH- 

10 SLACK (C4). Le glucose se transforme tout d'abprd en 
Erytbrose 4 Phosphate et en phosphoenol pyruvate qui, eux- 
memes, sont a I'origine des differents products inter- 
mediaires qui conduisent a la formation de glucovanilline. 
La glucovanilline est une forme glycosylee de la vanilline 

15 et represente une forme de stockage et de detoxification 
pour le vanillier. 

Cette glucovanilline se forme au cours de la 
maturation du fruit, sur le vanillier, en 7 a 8 mois. La 
gousse mature contient 20% de glucovanilline dans la region 

20 du pedoncule, 40% au centre et 40% dans la partie extreme. 

La vanilline derive de la glucovanilline par 
hydrolyse par la p-glucosidase presente dans le fruit, au 
cours de ce qui est communement appele la "preparation" des 
gousses. C'est au cours des 12 premiers jours de la 

25 "preparation" des gousses que se deroulent les principales 
reactions conduisant a la vanilline : plus de 50% de la 
vanilline est alors deja synthfetisee. Les etapes ulterieures 
permettent le developpement de la suavite de 1 ' ar5me de la 
vanille. 

30 Au cours de cette "preparation" qui dure plusieurs 

mois, se produit une importante perte de vanilline, due au 
lessivage de cette derniere ou a sa sublimation. Ainsi une 
gousse en fin de "preparation" contient seulement environ 2% 
de vanilline au lieu des 5 a 6% que I'on pourrait attendre 

35 d'aprfes la teneur en glucovanilline presente dans le fruit 
mature. Afin d'essayer d'eviter ces pertes, tout a fait 
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sensibles, en vanillins, il a deja ete propose d'extraire la 
vanilline des gousses, non plus en fin de "preparation", 
mais tout de suite ou peu de temps aprSs la cueillette. 

Ainsi le brevet frangais 88 10473 a propose de 
5 proceder a la congelation des gousses vertes mures de 
vanille, a une temperature comprise entre -5**C et -30^*0 puis 
de procfeder ^ leur rechauf f ement avant d'extraire 1 ' arome de 
fagon classique, par un solvent. 

Selon ce brevet, ce proced6 de congelation-decon- 
10 gelation permettrait d'obtenir au moins 80% de la vanilline 
escomptee d • apres la teneur en glucovanilline presente dans 
les gousses vertes a la cueillette. 

Ce precede n'est cependant pas satisfaisant sur tous 
les plans. En effet, d'une part, il est assez dispendieux en 
15 energie et, d' autre part, le rendement en vanilline ne reste 
que partial • 

II est du merite de la Societe demanderesse d' avoir 
mis au point un precede permettant I'obtention d'arome de 
vanille aveo un tres haut rendement et dans des conditions 

20 operatoires relativement deuces. 

Le precede selon 1 ' invention est ainsi caracterise 
par le fait que I'on met en presence des gousses de vanille 
avec des enzymes capables d' assurer la destruction, tout au 
moins partielle, des tissus et des cellules des gousses 

25 ainsi que la transformation de la glucovanilline en 
vanilline a I'aide d'au moins une p-glucosidase. 

Les enzymes capables d' assurer la destruction, tout 
au moins partielle, des tissus et des cellules des gousses 
sent de preference choisies parmi les enzymes de type 

30 pectinasique, cellulasique et hemicellulasique. On peut 
ainsi f aire appel a des enzymes telles que le PECTINEX ULTRA 
SP ou le ROHAMENT PC . Ces enzymes du type pectinase , 
cellulase ou hemicellulase, peuvent etre employees 
simultanement ou, selon un mode de realisation avantageux du 

35 precede conforme a 1' invention, de fagon sequehtielle. Par 
cette action de ces enzymes, qui conduit a la destruction 
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des st:ructures "tissulaires et cellulalres des gousses, un 
contzact: beaucoup plus Imporlrant: et: beaucoup plus ±nt:ense 
entire la glucovanilline pr^sente dans le fruit et la p- 
glucosldase naturellement presente dans celui-ci peut etre 
5 assure • Le procede conforme a l'invent:±on permet done de 
transformer tres facilement^ du fa±t de ces actions 
enzymatiques combinees, la presque totalite de 
la glucovanilline presente dans le fruit mature en 
vanilline. Selon une realisation pref erentielle de 

10 1' invention, 1 'action hydrolytique de la p-glucosidase 
naturelle du fruit est renforcSe par 1' addition de p- 
glucosidase exogene« Une telle p-glucosidase peut etre 
trouvee aisement dans des preparations enzymatiques 
industrielles . On peut ainsi par exemple citer la 

15 POLYSACCHARASE L 151 ou la— p-glucosidase d'amandes 
conunercialisee par la Societe SIGMA. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede 
conforme a 1* invention, avant tout trait:ement enzymatique on 
met les gousses ayant subi un broyage prealable, a macerer 

20 en presence d'eau. Le broyage peut egalement etre realise 
en presence d * eau dans laguelle les gousses sont ensuit:e 
laissees a macerer. 

Cettie maceration est destinee a f aciliter les 
actions enzymatiques ulterieures. En effet, outre sa 

25 fonction d ' hydratation des cellules de gousses de vanille 
afin de les rendre plus accessibles aux enzymes, elle permet 
la solubilisation des glucosides contenues dans ces cellules 
qui sont, comme notamment la glucovanilline, des substrat:s 
de la p-glucosidase. Accessoirement, la maceration a 

30 egalement un role d * att:endrissement de la consistance de la 
gousse de vanille facilitant encore 1 ' action enzymatique. 
Les roles conjugues de la maceration permettent done une 
attaque enzymatique plus homogene et plus complete. 

Les preparations d' enzymes sont iensuite ajoutees aux 

35 gousses de vanilles macerees en une quantite de 26 a 1820 
unites PGU et de preference de 100 a 1300 unites PGU 
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d* enzymes de type pectinasigue, cellulasique et/ou 
hemlcellulasigue par granune de gousse seche de vanille, et: 
de 10 a 700 unites et de preference de 50 a 500 unites 
glucosidase par gramme de gousse seche de vanille. Une unite 
PGU correspond a la quantite d' enzyme necessaire pour 
reduire la viscosite d'une solution standard d'acide 
polygalacturonique h 20*C, a pH 3 et en 30 minutes. Une 
unite p-glucosidase est definie comma le nombre de 
micromoles de glucose produit en une minute^ a 65**C et a pH 
5,5 h partir d'une solution de p-glucosides d'orge. 

En general, les preparations commerciales d' enzymes 
sorit ajoutees aux gousses de vanille macerees en une 
quantite de 0,1 a 7 % et de pr6ference en une quantite de 
0,5 a 5 % par rapport au poids sec des gousses. 

La quantite d'eau aJpuJ:ee aux gousses est de 
preference comprise entre 10 et 750% du poids sec des 
gousses, de preference situee entre 10 et 400% de ce poids 
et plus preferentiellement encore entre 10 et 150 %. Le 
broyage prealable des gousses peut, quant a lui, s*effectuer 
par tous moyens classigues. 

La suspension de gousses broyees dans I'eau mise en 
presence des differentes preparations d* enzymes choisies 
parmi le groupe des enzymes de type pectinasique, cellulasi- 
que et/ou hemicellulasique et eventuellement p-glucosi- 
dasique est alors agitee, a une Vitesse situee par exemple 
entre 50 et 1000 tours/minute et^ de preference entre 100 et 
500 tour s /minute , la temperature du milieu reactionnel etant 
maintenue entre 15 et 60 'C, et de preference entre 30 et 
55 *C. Le temps de contact entre la suspension de gousses 
broyees et les differentes preparations enzymatiques est 
alors maintenu pendant une duree de 1 heure a 48 heures, et 
de preference entre 3 heures et 24 heures. Le pH du milieu 
reactionnel est quant a lui a juste a une valeur comprise 
entre 4,5 et 6,5 a 1 ' aide de soude ou d ' acide phosphor ique 
par exemple. Le pH peut cependant etre ajuste et regule a 
des valeurs differentes au cours du precede, ceci afin 
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d'optlmiser l*act:ion des dlfferentes enzymes utllisees. *De 
preference, conf ormement a 1' invention, on fail: subir le 
traitement: enzymat:igue ci-dessus decrit: aux gousses vertzes 
matures mais il n^est cependant pas exclu d^utiliser le 
precede selon 1' invention sur des gousses s6ch6es, preparees 
selbn les precedes tradltionnels, ceci afin d'augmenter le 
rendement de recuperation de la vanilline contenue dans 



Une f ois le traitement enzymatigue termine, 1 ' arome 

10 natural de vanille est extrait du milieu reactionnel. Par 
arome naturel de vanille, il faut entendre une preparation 
aromatisante de vanille (appelee egalement extrait 
pur de vanxlle) ou de la vanilline naturelle purifiee a 
partir de gousses de vanille. Par extraction, il faut 

15 entendre tout moyen permettant Uobtention de 1 ' arome ci- 
dessus denomme* 

Ainsi, selon un mode de realisation avantageux du 
procede conforrae a 1' invention, apres le traitement 
enzymatique, le milieu reactionnel est dilue par de 

20 1 ' ethanol ( 30 a 50% v/v final ) pour stopper toute reaction 
enzymatigue et pour mleux solubiliser 1 * ar6me et la 
vanilline. Cette infusion est ensulte suivie d'une 
filtration ou d'une centrifugation ; le filtrat ou le 
surnageant, selon le cas, constituant la preparation 

25 aromatisante de vanille. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du 
procede conforme a 1' Invention, apres le traitement 
enzymatigue, la fraction phenollgue est separee de la 
preparation obtenue par des moyens classlques connus en sol 

30 (par exemple, une extraction par un solvent approprie). La 
vanilline contenue dans cette fraction phenollgue est 
ensuite purifiee par des moyens classlgues egalement connus 
en soi (par exemple, une distillation fractlonnee sulvle 
d * une recrlstalllsatlon ) • 

35 L' invention pourra etre mleux comprise a I'aide des 

exemples qui suivent et gui sont donnes a titre purement 
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illus1:rat;if . 

fxemp^e; 31 

Un f lacon contenant 50 grainines de gousses de vanille 
d' Indonesia agees d' environ 8 mois, prealablement broyees en 
5 presence de 100 g d*eau est amend S une t:einp6rat:ure de 45**C 
puis main-tenu a cette temperature pendant 3 heures, sous 
agitation a une vitesse de 150 tours /minute. Une quantlte 
de 1 gramme de preparation enzymatigue de marque PECTINEX 
ULTRA SP^ titrant 26000 PGU/gramme est alors ajoutee dans 

10 cette suspension de gousses broy&es. Apres un temps 
d' incubation de 3 heures, tou jours a une temperature de 45 'C 
et sous une agitation de 150 t /minute, une quantite de 1 
gramme de preparation enzymatique de marque POLYS ACCHARASE 
151 L, contenant une quantity importante de p-*glucosidases 

15 (10 000 U/g), est additionnee au milieu et 1' ensemble et 
agite pendant 12 heures S 45*^0, le pH etant maintenu tout au 
long de la reaction a une valeur de 5,5. A 1' issue du 
traitement ainsi decrit, le milieu reactionnel a 6te dilue 
par de I'fethanol (45 % v/v final), puis centrifuge. 

20 La quantity de vanilline, dos&e par HPLC, est de 6% 

rapport6e au poids sec de gousse verte* 

Les rapports vanilline/aldehyde para-hydroxy ben- 
zoxque, vanilline/acide vanillique et vanilline/acide para- 
hydroxy benzoxque sont respect ivement egaux a 17, a 25, et 

25 a 100. 

Les memes gousses d*lndonesie, mais ayant subi un 
s&chage et une "preparation" de type conventionnel , ont ete 
inf usees dans de l*&thanol a 45 %• Le rendement en vanilline 
n*est dans ce cas. que de 1,75% rapporte au poids des 
30 gousses • 

EXEMPLE 2 

Des gousses de Madagascar "preparees" traditionnel- 
lement donnent un rendement en vanilline de 1,85% sec/sec 
lorsqu*elles sont traitees par une methode classique alors 
35 qu'elles conduisent a un rendement de 2,15% lorsque le 
traitement enzymatique conf orme a 1 ' invention leur est 



wo 93/25088 



PCr/FR93/00530 



applique • 

EXEMPLE 3 

Un reacteur con-tenant 2000 llt:res d*eau et 550 kg de 
gousses de Madagascar "preparees" et: broyees est: inocule 
5 avec un m&lange de 11kg de pectlnase et de cellulase titrant 
26 000 PG\J/g, de marque PECTINEX ULTRA SP. Le milieu est 
ensuite laisse macSrer pendant 6 heures ^ 45 ^^C avapt que ne 
soient rajoutes 11 kg de preparation enzymatique de marque 
POLYSACCHARASE 151 L contenant 10 000 U/g de p-glucosidases* 
10 Apres 12 heures d' incubation & une temperature de 

45''C et sous une Vitesse d' agitation d* environ 150 tours/mn, 
le milieu est additionne d'ethanol (45 % v/v final) puis 
filtre pour obtenir une preparation aroma tisante de vanille 
naturelle. 

15 Rapportee au poids de gousses seches de vanille, la 

teneur en vanilline recuperee est de 2,05%. 



PHB sont respectivement de 13,5, de 15,7 et 64* 
20 Lorsqu'on effectue le meme traitement mais sans le 

traiteraent enzymatique conf orme a 1 ' invention, le rendement 
en vanilline n'est plus que de 1,80% sec/sec. 
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REVENDICATIQNS 

1. Procede d'obtention d'un arome naturel de vanxlle 
caracterlse par le fait que I'on met en contact des gousses 
de vanllle avec des enzymes du type pectlnase, cellulase 

5 et/ou hemlcellulase, que I'on fait agir une enzyme du type 
p-glucosidase, et que l*on extralt I'ardme na'turel de 
vanllle alnsl obtenu. 

2. Procede selon la revendlcatlon 1, caracterlse par 
le fait que la mlse en contact des gousses de vanllle avec 

10 les enzymes s*effectue dans un milieu aqueux comprenant de 
10 a 750% d*eau, de preference de 10 4 400% d'eau et plus 
pref erentlellement encore de 10 a 150 % d*eau par rapport a 
la matlere sSche des gousses trait4es. 

3* Proc&de selon l*une des revendlcatlons 1 ou 2, 

15 caracterlse par le fait que les^ gousses de vanllle sont 
broyees et mac&rees dans un milieu aqueux avant la mlse en 
contact avec les enzymes. 

4 • ProcedS selon 1 * une quelconque des revendlcatrlons 
1^3, caractSrls6 par le fait que la mlse en contact des 

20 gousses de vanllle avec les enzymes s'effectue a une 
temperature comprise entre 15 et 60 ''C, de preference entre 
35 et 55*^0, a un pH de 4,5 a 6,5, et sous agitation. 

5. Procede selon l*une quelconque des revendicat:ions 
1 d 4, caract6ris6 par le fait que le temps de mlse en 

25 contact des gousses de vanllle avec les enzymes est de 1 
heure a 48 heures et de pr&ference de 3 heures & 24 heures . 

6 . Procede selon 1 * une quelconque des revendicatiions 
13 5, caracterlse par le fait que 1' enzyme du t:ype 
glucosldase est constituee par 1' enzyme naturelle du fruit 

30 et par une p-glucosidase ajoutee. 

7 • Procede selon 1 ' une quelconque des revendica-tlons 
13 6, caracterlse par le fait que la guantlte d' enzymes de 
type pectinase, cellulase et/ou hemicellulase est de 26 a 
1820 unites P6U, de preference de 130 a 1300 unites PGU par 

35 gramme de gousse seche de vanllle et le cas echeant, la 
guantlte d' enzyme de type ^-glucosidase est de 10 a 700 



• 
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uni-tes, de preference de 50 a 500 unices par gramme de 



B. Precede selon I'une guelconque des revend±cat:lons 
1 a 7, caracterlse par le fait que les gousses de vanille 
sont des gousses vertes ayant mature sur le vanillier 
pendant une duree comprise entre 7 et 9 mois environ, ou des 
gousses de vanille sechees preparees selon les procedes 



9. Procede selon I'une quelconque des revendi cat ions 
^-^■^ 10 1 a 8, caracterise par le fait qu'apres le traitement 

enzymatique, I'arome naturel de vanille est obtenu par une 



infusion du milieu reactionnel dans de 1 ' ethanol a raison de 
30 a 50 % v/v final, suivie d'une filtration ou d'une 
centrif ugation . 

15 10. Proc&de selon — I'une quelconque des 

revendications 1 d 8, caracterise par le fait qu'apres le 
traitement enzymatique, la vanilline naturelle est obtenue 
par extraction de la fraction phenolique du milieu 
reactionnel puis par purification a partir de cette fraction 

20 phenolique, par des moyens classiques. 
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